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 クロセチンは、抗がん作用（Gutheil et al., 2012）、アテローム性動脈硬化抑制作用
（Zheng et al., 2006）、インスリン抵抗性改善作用（Sheng et al., 2008）および血中の酸素
拡散増強による組織への酸素供給改善作用（Holloway and Gainer, 1988）など多様な機能性
が報告されている。また、動物試験において記憶の改善作用（Tashakori-Sabzevar et al., 

































































る。光曝露は視細胞の変性を誘発し（Shahinfar et al., 1991）、長期間にわたる光曝露と加
齢黄斑変性症の発症との関連が疫学研究から指摘されている（Taylor et al.,1992）。網膜は
酸素消費量が多く（Schmidt et al., 2003）、また、網膜中に存在する光増感物質の作用によ
り ROSが容易に産生される環境にあるため、酸化ストレス障害を受けやすい。酸化ストレ
スは、ミトコンドリア膜上に局在する BCL-2（B-cell lymphoma 2）タンパク質ファミリー
に属する Bax を活性化し、膜電位を消失させる。その結果、細胞質中にシトクロム c が放





体内フリーラジカルである O2－や HO・などの ROS は極めて不安定であるが、これらをト
ラップするスピントラップ剤を用いて、安定なラジカル種に変換してから測定する ESR-ス
ピントラップ法が開発されたことで、ROS に対する直接的な消去能を測定することが可能
となった。クロセチンは、抗発がん作用（Gutheil et al., 2012）、アテローム性動脈硬化抑
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制作用（Zheng et al., 2006）、インスリン抵抗性改善作用（Sheng et al., 2008）などが報告
されている。とくに、アテローム性動脈硬化抑制やインスリン抵抗性改善において、クロ
セチンは脂質過酸化を抑えるなど酸化損傷を減弱させることが示されている。しかしなが
ら、クロセチンの ROS に対する作用は、スーパーオキシドジスムターゼ（superoxide 
dismutase；SOD）や過酸化水素を還元するグルタチオンペルオキシダーゼ（glutathione 











oxide（CYPMPO；ラジカルリサーチ株式会社 , Tokyo, Japan）を使用した。 2,2,5,5-
tetramethyl-3-(methoxycarbonyl) pyrrolidin-1-oxyl（MC-PROXYL）は既報（Lee et al., 2003；
Lee et al., 2004 ） に 従 い 、 3-carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-pyrrolidine-1-oxyl （ Carboxy-
PROXYL；東京化成株式会社, Tokyo, Japan）より合成した。マウス由来網膜神経節細胞株
（retinal ganglion cells；RGC-5）は、Dr. Neeraj Agarwal（UNT Health Science Center, Fort 
Worth, TX, USA）のご厚意により分与頂いた。Troloxは Sigma-Aldrich Co. LLC（St. Louis, 
MO, USA）より購入した。Hoechst33342 および propidium iodide（PI）は Molecular Probes




1.2.2 In vitro ESR測定 
 ヒドロキシラジカルは既報（Ogasawara et al., 2007）に従い、過酸化水素に紫外線
（ultraviolet；UV）照射（波長：310-400nm, 5 秒間, 40mW；SUPERCURE203S, RU-360, ラ
ジカルリサーチ株式会社, Tokyo, Japan）することで発生させた。クロセチンは、10%アル
カリ緩衝液（50 mM Na2B4O7-50 mM Na2CO3, pH 10.0）に溶解して使用した。その他の溶液
は超純水を用いて調製した。ヒドロキシルラジカル捕捉剤として  5-(2,2-dimethyl-1,3-
propoxy cyclophosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline N-oxide (CYPMPO) を用い、ヒドロキシルラジ
カル消去活性の測定を行った。WIN-RAD ESR Data Analyzer（ラジカルリサーチ株式会社, 
Tokyo, Japan）に接続した JES-RE3X X-band spectrometer（日本電子株式会社, Tokyo, Japan）
を用いて以下の測定条件にて ESR 測定を行った：microwave power, 8.00 mW； magnetic 
field, 335.6 ± 7.5 mT； field modulation width, 0.079 mT； receiver gain, 200； sweep time, 1分
および time constant, 0.03秒。測定は 3回以上繰り返して行った。また、ヒドロキシラジカ




 マウス由来網膜神経節細胞株（RGC-5）は、10% FBS（Fetal bovine serum）、100 U/mL 
penicillin（Meiji Seika ファルマ株式会社 , Tokyo, Japan）および 100 g/mL streptomycin
（Meiji Seika ファルマ株式会社）を含む Dulbecco’s modified Eagle’s（DMEM）培地中で、




 96 ウェルプレートに RGC-5 を播種（1 × 103 cells/well）し、37 °C、5% CO2条件下にて
24時間培養した。ついで 0.5%もしくは 1.0% FBSを含む新しい培地に置換した。クロセチ
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ンおよび Troloxで 1時間の前処理を行った。その後、過酸化水素（0.3 mM）を添加した。
クロセチンおよび Trolox はジメチルスルホキシド（Dimethyl sulfoxide；DMSO）に溶解し、
1% DMSO を含む PBS で希釈して用いた（DMSO の終濃度は 0.1%とした）。Trolox（100 
M）は抗酸化剤の陽性対照として用いた。過酸化水素添加後、さらに 27 時間培養した。
培養終了後、Hoechst33342（ex = 360 nm、em > 490 nm）および PI（ex = 535 nm、em > 
617 nm）を終濃度がそれぞれ 8.1 Mおよび 1.5 Mとなるように添加し、核染色した。細
胞を Olympus IX70 inverted epifluorescence microscope（オリンパス株式会社, Tokyo, Japan）
を用いて撮影し、画像を取得した。 
 
1.2.5 細胞内 ROS消去活性の測定 
 96 ウェルプレートに RGC-5 を播種（2 × 103 cells/well）し、37 °C、5% CO2条件下にて
24時間培養した。細胞を 1% FBS DMEMで洗浄した後、各試料を添加し 1時間の前処理を
行った。ついで CM-H2DCFDA（Molecular Probes）を 10 M となるように添加した。20分
後、各試料を含む新しい 1% FBS DMEMに培地を置換し、細胞外の CM-H2DCFDAを除去
した。CM-H2DCFDA は細胞内においてラジカルと反応することで強い蛍光を発する。ラ
ジカルを発生させるため、1 mM の過酸化水素を添加した。マイクロプレートリーダー
（Varioskan Flash 2.4；Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA）を用いて、蛍光強
度（励起：485 nm、発光：535nm）を継時的に測定した。ヒドロキシラジカルを検出する
ため、2-[6-(4’-amino) phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl] benzoic acid（APF；第一化学薬品株式
会社, Tokyo, Japan）を使用した。APF（10 M）を含む Hnks/Hepes buffer溶液中で培養細胞








tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide；Cell Technology Inc, Mountain View, CA, USA）を
用いた。JC-1 は ΔΨmが高い状態では赤色蛍光を、低い状態では緑色蛍光を呈する。RGC-5
に過酸化水素および各試料を添加し 24時間培養した後、トリプシン処理により細胞を回収、
JC-1を加え 37°Cで 15分間インキュベートした。その後、細胞を loading bufferで洗浄し、
マイクロプレートリーダー（Varioskan Flash 2.4）を用いて、緑色蛍光（励起：485 nm、発
光：535 nm）および赤色蛍光（励起：550 nm、発光：600 nm）強度を測定した。 
 
1.2.7 カスパーゼ‐9活性 
 カスパーゼ‐9 活性を測定するため、Caspase-Glo 9 Assay（Promega Corp., Madison, WI, 
USA）を用いた。96 ウェルプレートに RGC-5 を播種（1 × 104 cells/well）し、37 °C で 24
時間培養した。ついで、過酸化水素および各試料を添加し 15 分間処理した後、Caspase-
Glo 9 Reagentを添加した。さらに 37°Cで 2時間のインキュベートした後、マイクロプレ
ートリーダー（Varioskan Flash 2.4）を用いて吸光度を測定した。 
 
1.2.8 カスパーゼ‐3活性 
 カスパーゼ‐3 活性を測定するため、CaspACETM Assay System, Fluorometric（Promega 
Corp.）を用いた。10 cm ディッシュに RGC-5 を播種（2 × 106 cells/dish）し、37 °C で 24
時間培養した。ついで、過酸化水素および各試料を添加し 24時間培養した後、トリプシン
処理により細胞を回収し、cell lysis buffer に懸濁した。細胞溶解物に CaspACETM Assay 
substrates を混合し、37 °C で 1 時間インキュベートした。マイクロプレートリーダー




1.2.9 In vitro プロテアーゼ活性 
 RGC-5 を PBS で洗浄した後、トリプシン処理し、遠心分離（1000 × g, 5 分, 4 °C）によ
り回収した。回収された細胞ペレットを PBS で洗浄し、5 分間の遠心分離（1000 × g, 4 °C）
を行った後、cell lysis bufer に懸濁した。20 分後、細胞溶解物にクロセチン（3 M）を添
加し、4 °C で 1 時間インキュベートした。ウシ心臓由来シトクロム c（Sigma）および 2’-
deoxyadenosine 5’-triphosphate sodium salt溶液（dATP；Sigma）を添加し、37 °Cで 30分間
インキュベートすることでカスパーゼ‐9を活性化した（Tsuruma et al., 2006）。ついで、
Caspase-Glo 9 Reagentを添加し、37 °Cで 2時間インキュベートした後、マイクロプレート
リーダー（Varioskan Flash 2.4）を用いて吸光度を測定した。 
 
1.2.10 試験動物 





 血漿および房水中のクロセチン濃度は、HPLC 法により定量した。クロセチンを 0.5%  
CMC-Na 溶液に懸濁し、マウスもしくはラットに胃ゾンデを用いて強制経口投与した。投
与 1時間後に、マウスを麻酔し採血を行った。血液を遠心分離（3000 rpm, 10分, 4° C）す
ることで得られた血漿は分析に供するまで-80 °C にて保存した。また、投与 1.5 時間後に
ラットに麻酔し、採血と房水の摂取を行った。採取した血漿および房水（100 M）に 2.0 
mlのメタノールを混合、撹拌し遠心分離（3000 rpm, 10分）した。回収した上清（1.7 ml）
を窒素噴霧下で濃縮乾固した。濃縮物に 2.0 mlのアルカリ緩衝液を加え溶解した後、Oasis 
HLB Extraction Cartridge（日本ウォーターズ株式会社, Tokyo, Japan）を用いて固層抽出した。









 暗順応（24 時間）させたマウスに、1% cyclopentolate hydrochloride eye drops（参天製薬
株式会社, Osaka, Japan）を光照射 30分前に点眼し、散瞳させた。マウスを光障害モデル作
製装置に入れ、8000 lxの白色蛍光（株式会社東芝, Tokyo, Japan）を 3時間照射した。照射
後、マウスは、通常の明暗周期条件下で飼育した。 
 クロセチンは、0.5% CMC-Na 溶液に懸濁し、光照射１時間前にマウスに経口投与（20 
mg/kgもしくは 100 mg/kg）した。光照射後は、1日 1回、5日間連続で投与した。 
 
1.2.13 網膜電位図記録 
 網膜電位図（electroretinogram；ERG）は、ERG 装置（有限会社メイヨー, Aichi, Japan）
を用いて、光照射 5 日後に記録した。マウスを 24 時間暗順応させた後、ketamin（120 







 マウスに sodium pentobarbital（Nembutal®, 大日本住友製薬株式会社, Tokyo, Japan）を腹
腔内投与（ 80 mg/kg）し麻酔した後、眼球を摘出した。摘出した眼球を 4% 
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paraformaldehyde を含む固定液に浸し、24 時間以上、4 °C にて静置した。その後、自動固
定包埋装置を用いて、脱水、脱アルコール、パラフィン浸透を行った。パラフィンにて包
埋した後、網膜の薄切切片（厚さ 4 m）を各個体 6 切片ずつ作成し、hematoxylin および
eosin（HE）で染色した。HE 染色した網膜切片を顕微鏡下で観察し、写真を撮影した。光
照射による網膜障害の評価は、作成した 6 切片より 3 切片をランダムに選択し、視神経乳




 TUNEL染色は、In situ Cell Death Detection Kit（Roche Biochemicals, Mannheim, Germany）
を用いて、付属のプロトコルに従い行った。光照射を行った 48 時間後に、マウスに
sodium pentobarbitalを腔内投与（80 mg/kg）することで麻酔し、眼球を摘出した。摘出した
眼球を 4% paraformaldehydeを含む固定液中に一晩静置した。その後、25% スクロースを含
む PBS に 2 日間浸した。この眼球を凍結切片作製用の包埋剤（OCT compound, Tissue-
Tek；Miles Laboratories, Naperville, IL, USA）にて包埋した。クリオスタットを用いて、 
-25 °Cにて網膜切片（厚さ 10 m）を作成し、染色するまで-80 °Cにて保存した。PBSで 2
回洗浄した後、切片を terminal deoxyribonucleotidyl transferase（TdT）enzyme で処理し、
37°Cにて 1時間インキュベートした。ついで、切片を PBSで 3回洗浄した後、室温で 1分
間静置した。さらに、加湿チャンバー内で、切片に anti-fluorescein antibody-peroxidase
（POD）conjugate を、室温で 30 分間反応させた。その後、diaminobenzidine（DAB）
tetrahydrochloride peroxidase substrate を処理した。切片を顕微鏡下で観察し、写真を撮影し













 CYPMPO をスピントラップ剤とした ESR スピントラップ法を用いて、クロセチンのヒ
ドロキシラジカル消去活性を測定した。CYPMPO が過酸化水素に UV 照射することで生じ
るヒドロキシラジカルをトラップして生成される CYPMPO-OH スピンアダクトを Fig. 3A
に示した。なお、ヒドロキシラジカルの産生に対しては、溶媒（10% アルカリ緩衝液）は
明らかな作用を示さなかった。クロセチンは、濃度依存的に CYPMPO-OHアダクトの形成















1.3.3 細胞内 ROS産生に対するクロセチンの作用 
 細胞内 ROS 産生に対するクロセチンのラジカル消去活性について、CM-H2DCFDA およ
び APF を用いて検討した。CM-H2DCFDA は細胞内へ取り込まれると、細胞内のエステラ
























 過酸化水素誘発によるカスパーゼ‐3 および 9 の活性化に対するクロセチンの作用を検
討した。過酸化水素により、カスパーゼ‐3 および 9 の活性が対照と比較して有意に上昇
















 マウスにおける経口投与 1時間後の血中クロセチン濃度は、10 mg/kg投与で 4.5 ± 1.0 M
（n = 4）、100 mg/kg 投与で 109.6 ± 13.7 M（n = 5）となった。一方、ラットでは、50 
mg/kgのクロセチン経口投与 1.5時間後において、血中濃度が 62.5 ± 13.7 M（n = 5）、房










（8000 lux、3時間）から 5日後に ERG測定を行ったところ、非照射（normal）群と比較し
て光照射（vehicle）群は、a波および b波が有意に低下し網膜機能の低下が認められた。一
方、クロセチン投与群では用量依存的に a 波および b 波の低下抑制が認められおり、







 光照射 5日後の網膜断面画像を Fig. 10A に示した。光照射による網膜外顆粒層（ONL）
の顕著な萎縮が認められた。クロセチン投与群では、ONL の萎縮が抑制された。視神経乳




時間後における TUNEL 陽性細胞数について検討した。光照射（vehicle）群では、ONL に




















といった内因性の抗酸化酵素の活性化による間接的な作用（Ahmad et al., 2005；Shen and 
Qian, 2006）が報告されているものの、直接的な消去活性については明らかとなっていなか

















る Bax の発現を 1.5 倍に、カスパーゼカスケードの下流に位置するカスパーゼ-3 の発現を




電位消失よりさらに下流に位置するカスパーゼ‐3 および 9 に対するクロセチンの影響に
ついて検討したところ、クロセチン（3 M）は、過酸化水素誘発によるカスパーゼ-3 およ










SODが誘導されることが報告されている（Yamamoto et al., 1999）。また、SOD1変異マウ




体細胞株（661 W cells）を用いた試験において、光照射によりカスパーゼ‐9発現が 150%




視細胞のアポトーシスが誘導される（Wu et al., 2002）。そこで、光曝露による網膜障害に
対するクロセチンの効果について、マウス光障害モデルを作製し検討した。 
 本研究では、マウスに 8000 lux の光を 3 時間照射することで、網膜機能障害を誘発した。
ERG 測定において、光照射による視細胞の活動を反映した a 波およびミューラー細胞や双
極細胞の活動を示す b 波の減少が認められ、網膜機能が障害されていることが確認された。
クロセチンの経口投与（100 mg/kg）により、a 波および b 波の低下が抑制された。これら
の結果は、クロセチンが視細胞や網膜内層の機能障害を緩和したことを示唆している。加
えて、クロセチンは、網膜外顆粒層の萎縮を抑制し、TUNEL 陽性細胞数を減少させた
（Fig. 9 and 10）。クロセチンをラットに経口投与（100 mg/kg）した時の房水中クロセチ
































（Plank and Sleeman, 2003）。この制御機構の破綻は、過度の血管新生につながり、関節リ
ウマチ、アテローム性動脈硬化あるいは腫瘍の増殖等の疾患の進行に関与することが知ら
れている（Folkman, 1995）。また、眼中における病的な血管新生は、加齢黄斑変性症や糖
尿病網膜症など失明につながる疾患の発症と密接に関連している（Aiello et al., 1994；
Ferara et al., 2003）。 
 血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor；VEGF）は、血管新生を活性化させ
る代表的な因子であり、血管枝の形成や血管透過性を亢進する働きを持つ（Keck et al., 
1989）。VEGF は高血糖や低酸素により発現が誘導され、正常、病的を問わず血管新生に
重要な役割を果たす（Millauer et al., 1994；Sone et al., 1996）。血管新生過程において、
VEGF が血管内皮細胞表面にある VEGF 受容体と結合することで、内皮細胞内のシグナル
伝達が活性化する。このとき、MAP キナーゼファミリーに属する ERK（extracellular 
signal-regulated kinase）や p38（stress activated protein kinase-2）がリン酸化され活性化し内









からなる。密着結合は VE（vascular endothelial）-cadherin、接着結合は ZO-1、occludin等の
タンパク質で構成される。VE-cadherin 欠損マウスでの検討により、VE-cadherin が血管内
皮細胞間接着を制御する血管新生に不可欠な分子であることが明らかとなっている
（Carmeliet et al., 1999）。また、VEGFは VE-cadherinの接着を弱め、血管透過性を増加さ
せることが明らかになっている（Cai et al., 2011）。 





帯静脈内皮細胞（human umbilical vein endothelial cell；HUVEC）およびヒト網膜毛細血管







chloro-3-indolyl phosphate/nitor blue tetrazolium（BCIP/NBT）および VEGFは倉敷紡績株式会
社（Osaka, Japan）より購入した。CS-C培地および culture boostは DSファーマバイオメデ
ィカル株式会社（Osaka, Japan）より購入した。Radio-immunoprecipitation assay（RIPA）
buffer、protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail 1および phosphatase inhibitor 




（Cellmatrix type I-C）は、新田ゼラチン株式会社（Osaka, Japan）より購入した。DMEM 
containing 25 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid （ HEPES ） は
Invitrogen Co.（Eugen, OR, USA）より購入した。BCA Protein Assay Kit、SuperSignal® West 
Femto Maximum Sensitivity Substrate、goat anti-rabbit HRP-conjugated および goat anti-mouse 
HRP conjugated は Pierce Biotechnology, Inc.（ Rockford, IL, USA）より購入した。
Phoshphorylated-p38 rabbit モノクローナル抗体は Promega Co.（Madison, WI, USA）より購
入した。P38 mouse モノクローナル抗体、ZO-1 rabbit ポリクローナル抗体および occludin 
rabbitポリクローナル抗体は Santa Cruz Biotechnology, Inc.（Santa Cruz, CA, USA）より購入
した。VE-cadherin rabbitポリクローナル抗体は Abcam（Cambridge, UK）より購入した。 
 
2.2.2 細胞培養 
 HRMEC（DS ファーマバイオメディカル）は、10% FBS、50 g/mL gentamicin、50 




 HUVEC in vitro angiogenesis kitを用いて内皮細胞の管腔形成を評価した。HUVECおよび
線維芽細胞を播種した。培養液中に VEGF（10 ng/mL）および各試料を添加し、37 °C、5% 
CO2条件下で 11日間培養した。また培養中は 4日ごとに VEGFおよび試料を置換した。11
日後、細胞を 70% エタノールで固定し、mouse anti-human CD31 抗体を反応（37 °C、1 時
間）させ、つぎに goat anti-mouse IgG alkaline phosphatase-conjugate 抗体を用いて反応
（37 °C、1 時間）させた。その後、BCIP/NBT 溶液を添加し、内皮細胞を染色した。管腔
形成は、各ウェルを CCDカメラ（HS all-in-one fluorescence microscope；株式会社キーエン
ス, Osaka, Japan）にて撮影（100 cm2の範囲）し、血管新生解析ソフトウェア（angiogenesis 
image analyzer version 2, 倉敷紡績株式会社）を用いて、joints（分岐点数）、paths（管腔ネ
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 96ウェルプレートに HRMECを播種（2 × 104 cells/mL）し、37 °C、5% CO2条件下にて
24時間培養した。ついで、10% FBSを含む CS-C培地に置換し、24時間培養した。その後、
HRMECを、VEGF（10 ng/mL）および各試料を含む培地に置換し、24時間培養した。細胞
数の計測は、CCK-8 を各ウェルに添加し、37 °C で 3 時間インキュベートした後、分光光
度計（Varioskan；Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland）を用いて 492 nm の吸光度
（参照波長 660 nm）を測定することで行った。 
 
2.2.5 HRMECを用いた遊走試験 
 HRMECの細胞遊走は、in vitro wound-healing assayにより評価した。I型コラーゲンでコ
ートされた 12ウェルプレートに HRMECを播種（4 × 104 cells/mL）し、37 °C、5% CO2条
件下で 48時間培養した。ついで PBSで 2回洗浄した後、2% FBSを含む CS-C培地で 6時
間（37 °C）培養した。その後、200-1000 L ピペットチップを用いて、ウェルの中央線上
に存在する細胞を剥離した後、VEGF（10 ng/mL）および各試料を添加し、37 °C で 24 時
間培養した。剥離部分に遊走した内皮細胞数を計測するため、剥離および 24時間の培養直





 12ウェルプレートに HRMECを播種（4 × 104 cells/mL）し、37 °C、5% CO2条件下で 24
時間培養した。ついで PBSで 2回洗浄した後、2% FBSを含む CS-C培地で 24時間（37 °C）
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培養した。培地を 25 mM HEPESおよび 2% FBSを含む DMEMに置換し、さらに 37°Cで
1時間培養した。つぎに VEGF（10もしくは 100 ng/mL）および各試料を含む上記の培地に
交換し、5 分もしくは 1 時間インキュベートした。HRMEC を PBS で 2 回洗浄した後、
protease inhibitor cocktail、phsphatase inhibitor cocktail 1および phosphatase inhibitor cocktail 2
を含む RIPA buffer を加え溶解し、細胞抽出液を回収した。回収した細胞抽出液は-80°C
で保存した。タンパク質濃度は、ウシ血清アルブミンを標準とした BCA protein Assay kit
を使用して測定した。タンパクおよびサンプル buffer（10% 2-mercaptoethanolを添加）の混
合液を 10% SDS-PAGEゲルを用いて電気泳動した。分離したタンパク質は、polyvinylidene 
difluoride membrane に転写した。免疫ブロットには１次抗体として以下の抗体を用いた：
phosphorylated-p38 rabbit モノクローナル抗体、p38 mouse モノクローナル抗体、VE-
cadherin rabbit ポリクローナル抗体、ZO-1 rabbit ポリクローナル抗体、occludin rabbit ポリ
クローナル抗体および mouse anti--actin 抗体。ついで２次抗体として、goat anti-rabbit 
HRP-conjugated 抗体もしくは goat anti-mouse HRP conjugated 抗体を用いた。免疫反応した
バンドを SuperSIgnal® West Femto Maximun Sensitivity Substrateを用いて検出した。バンド




 実験結果は、すべて平均値±標準誤差（S.E.M.）で示した。統計解析は、Student の t 検
定もしくは、一元配置分散分析（ANOVA）を行った後、ダネットの多重比較検定







2.3.1 VEGF誘発 HUVEC管腔形成に対するクロセチンの作用 
 VEGFの添加により、HUVECの管腔形成が促進した。また、クロセチンの添加により、
VEGF 誘発による管腔形成が抑制された（Fig. 11A）。画像解析により、joints（分岐点
数）、paths（管腔ネットワークを形成する枝数）、tube length（管腔の長さ）および tube 
area（管腔面積）を定量化し、内皮細胞による管腔形成を評価した。VEGFの添加によりす
べてのパラメータにおいて、Control と比較して２倍以上の有意な増加が認められた（Fig. 
11B – E）。クロセチン（3 M）は VEGF誘発による paths、tube lengthおよび tube areaの








2.3.2 VEGF誘発 HRMEC増殖促進に対するクロセチンの作用 
 VEGF の添加により、HRMEC の細胞数が Control と比較して、2.3 倍増加した。クロセ
チン（1 および 3 M）は、VEGF 誘発による細胞増殖に対し、抑制作用を示さなかった。







2.3.3 VEGF誘発 HRMEC遊走に対するクロセチンの作用 
 VEGF の添加により、Control と比較して、剥離部位への遊走した細胞数が 2.2 倍増加し






2.3.4 VEGF誘発 p38活性化に対するクロセチンの作用 
 HRMECを VEGF（10 ng/mL）で 5分間処理することにより、リン酸化 p38が 1.7倍増加














り、血管透過性に関与することが知られている（Dejana et al., 2008）。HRMEC を VEGF
（100 ng/mL）で 1時間処理すると、VE-cadherinおよび ZO-1の発現が有意に低下した。一
方、occludin では変化が認められなかった（Fig. 15）。クロセチン（3 M）は VEGF によ
る VE-cadherin の低下を有意に抑制したが、ZO-1 の低下に対しては抑制作用を示さなかっ







 VEGFは、in vitroおよび in vivoの何れの試験系においても、血管新生に必要となる内皮
細胞の増殖や遊走、細胞外マトリックスの再構成あるいは管腔形成を促進させる（Ferrara, 
1995）。抗 VEGF抗体の添加、可溶性 VEGF受容体-1（sVEGFR-1）の投与によって血管新




めに VEGF誘発による HUVECの管腔形成に対するクロセチンの作用を検討した。 









することが知られており、HSP-27 の活性化は p38 の働きにより誘導される（McMullen et 
al., 2005）。また、p38阻害剤である SB203580は VEGF誘導による HUVEC増殖や ERK1/2
のリン酸化を阻害しない（Rousseau et al., 1997）。そこで、HUVECの増殖には関与せず、
内皮細胞の遊走を抑制するクロセチンが、VEGF で誘導される p38 のリン酸化に関与する
















ある N-アセチル-L-システイン（NAC）は VEGF誘発による血管新生を抑制する（Redondo 








に、ZO-1と occludinは密着結合の形成に必要不可欠な分子である（Dejana et al., 2009）。
VEGF による細胞外からの刺激は、VE-cadherin やその結合タンパクの機能の調節を通じて、
血管透過性を亢進させることが知られている（Cai et al., 2011）。また、VE-cadherinノック
アウトマウスでは、胚性致死を示し、発生時の血管新生おいて深刻な異常が認められる。
そこで、血管透過性に関与するアドヘレンスジャンクションやタイトジャンクションを構
成する結合分子の発現に対するクロセチンの作用を検討した。HRMEC に VEGF を添加す
ることで、VE-cadherin および ZO-1 のタンパク発現が低下する一方、occludin の発現には
変化が認められなかった（Fig. 15）。糖尿病網膜症モデルマウスにおいて、血管透過性は






これらの結果から、クロセチンが VEGF による VE-cadherin 発現を抑制したことで、内皮
細胞間の結合を維持され、血管透過性の亢進が抑えられため、血管新生が抑制されたこと
が示唆された。 
 第 1章において、クロセチンをラットに経口投与（50 mg/kg）すると、投与 1.5時間後に


























る（Asai et al., 2005）。また、その吸収は、マウスで同様の試験を行ったβ-カロテンやル
テインよりも早い（Baskaran et al., 2003）。 
 ヒトにおける経口摂取後の血中動態に関しては、β-カロテン、ルテイン、リコピン等の
C40のカロテノイドについて単回経口投与試験が行われている。投与量や投与方法に違いが
あるものの、最高血中濃度到達時間は、β-カロテンで 30 時間以上（Kostic et al., 1995：
Zhi et al., 1996）、ルテインで 16から 30時間程度（Kostic et al., 1995；Bowen et al., 2002）、
リコピンで 15から 33時間（Gustin et al., 2004）となっており、これらのカロテノイドでは
ピークに達するまでに半日以上の時間を必要とする。一方、ヒトにおけるクロセチンの吸
収（血中動態）については明らかとなっていない。 











 対象となる被験者は、INA RESEARCH PHILIPPINES, Inc.（INARP, Laguna, Philippines）
の被験者バンクに登録しているボランティアの中から、本試験への参加を自発的に志願し












素製剤（クロセチン含量 75%）を 10 mg含むハードカプセルを使用した。 
 
3.2.3 試験手順 








 各投与日に、被験者に同一の朝食（約 300 kcal）を摂取させ、その 15分後にクロセチン
を含むカプセルを 1 カプセル（クロセチン 7.5 mg）、または 2 カプセル（クロセチン
15mg）、もしくは 3カプセル（クロセチン 22.5 mg）投与した。カプセル投与後、6時間が
経過するまでは、飲料水以外の摂取を制限した。被験者は、投与 6 時間後の採血後に昼食
（約 850 kcal）を、投与 10 時間後の採血後に夕食（約 850 kcal）を摂取した。投与日翌日、
投与 24時間後の採血前に、各被験者は自宅にて朝食を摂取した。試験期間中は、カロテノ
イドを多く含む食品の摂取を制限した。 
 採血は、投与前ならびに投与 1、2、4、6、8、10および 24時間後に行った。各被験者よ




 血漿中のクロセチン濃度は、逆相 HPLC法により定量した。血漿（200 M）に 2.0 mlの
メタノールを混合、撹拌し遠心分離（3000 rpm, 10 min）した。回収した上清を窒素噴霧下
で濃縮乾固した。濃縮物に 2.0 ml のアルカリ緩衝液を加え溶解した後、メタノール（2.0 
ml）およびアルカリ緩衝液（2.0 ml）により前処理した Oasis HLB Extraction Cartridge（日
本ウォーターズ株式会社, Tokyo, Japan）を用いて固層抽出した。溶出液を窒素噴霧下で濃
縮乾固した。濃縮物を 200 l のメタノールに溶解した後、0.45 m のメンブランフィルタ








 薬物動態パラメータ（AUC0-24、AUC0-∞、Cmax、Tmax、T1/2、CL/F および VD/F）は薬物









 被験者背景を Table 2に示した。試験には男性 5名および女性 5名の計 10名が参加した。





 クロセチン単回経口投与後の血漿中濃度推移を Fig. 16に示した。クロセチンは、投与前
には血漿中から検出されなかった。クロセチン濃度は投与 4 時間後まで上昇し、その後、
徐々に減少し、投与 24 時間後には検出限界に近づいた。クロセチンの最高血中濃度（Cmax）








 単回投与後のクロセチン薬物動態パラメータを Table 3に示した。3用量の比較において、
AUC0-24h、AUC0-∞および Cmax は、分散分析、フリードマン検定の何れにおいても有意な差



















テンで 30時間以上（Kostic et al., 1995：Zhi et al., 1996）、ルテインで 16から 30時間程度










は高く、同様の実験を行ったβ-カロテンやルテイン（Baskaran et al., 2003）に比べて短時









抑制されたと報告している（Mizuma et al., 2009）。筋肉運動により産生された活性酸素が
筋疲労を引き起こす原因の一つとして考えられている（Alessio, 1993；Powers and Jackson, 











 第 1 章、第 2 章における培養細胞を用いた試験では、クロセチンは 1 M を超える濃度
で細胞死抑制作用や管腔形成抑制作用が認められている（Fig. 4 and 11）。これまでに報告
されたヒトを対象とした試験におけるクロセチンの投与量は 7.5 ~ 15 mg であり、
（Kuratsune et al., 2010；Mizuma et al., 2009）、本試験からこの投与量における血中濃度は





くいことが知られている（Lee et al., 1999）。げっ歯類に属するラットにおけるクロセチン
の吸収は、経口投与後約 1 時間で血中濃度が最大となることが報告されている（Liu and 
Qian., 2002）。第 1章において、ラットにおけるクロセチン（50 mg/kg）の経口投与 1.5時
間後の血中濃度が、62.5 M となることを明らかにした（Table. 1）。被験者背景から本試
験におけるクロセチンの体重当たりの投与量はおよそ 0.125、0.25 および 0.375 mg/kg とな
り、最高血中濃度はそれぞれ 100.9 ng/mL（0.3 M）、200.6 ng/mL（0.6 M）および 279.7 
ng/mL（0.9 M）であった（Table 3）。ヒトにおけるクロセチンの吸収は用量依存性を示






























生労働省が行った調査では、VDT 作業を行う労働者の 7 割が身体的な疲労や症状を自覚し























はさらに緊張する方向へと反応することが報告（Bullimore et al., 1992；Iwasaki, 1993；








適しているとされ、実際に HFC を指標に眼の疲労の評価が行われている（高橋ら, 2004；
本多ら, 2006）。 
 クロセチンは、抗酸化作用を示すこと（第 1 章）、あるいは眼血流の改善作用（Xuan et 













がある 25 歳以上 40 歳以下の男女とした。試験開始前に実施した予備試験において、視力
（矯正視力）検査、オートレフラクトメーターによる他覚的屈折検査、医師による診察
（細隙燈顕微鏡検査および眼底検査）および問診（慢性的な眼の疲れや、それに付随した






この 13 名 26 眼の VDT 負荷後の HFC-1 値（後述）および調節反応量を測定し、外部機関
であるスタットコム株式会社（Tokyo, Japan）が、年齢、性別、HFC-1値、調節反応量の背
景が揃うように 2 群に割付を行った（p >0.2）。被験者の眼位は全員正位であり、年齢
33.0 ± 5.0歳、球面屈折値-2.1 ± 2.1 D（0.00 ～ -5.75 Dに分布）、円柱屈折値-0.49 ± 0.28 
Dであった。また、検査習得時に医師が hole in card法および問診により優位眼と判断した
13 眼を各被験者の優位眼とした。優位眼における球面屈折値は-2.2 ± 2.1 D、円柱屈折値






















試験期間は、第 1 試験区の試験食摂取期間を 4 週間、ウォッシュアウト期間を 6 週間、第
2試験区の試験食摂取期間を 4週間と設定した。第 1試験区の開始は 11月 5日、第 2試験
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 各検査日に、調節機能解析装置 AA-1（株式会社 NIDEK, Aichi, Japan）を用いて HFC を
測定した。HFC の算出は、測定ごとに計測する最低屈折値を基準に、＋0.5 から－3.0 D の
間で、遠方から近方に 0.5 D ステップで視標の呈示位置を近づけ、調節応答波形を計測す
る。得られた波形を、高速フーリエ変換を用いて周波数分析を行い、パワースペクトル曲




クションを HFC-1 領域とし、HFC-1 領域のフラクションにおける HFC 値の平均値を眼精
疲労測定の指標とした（鈴木ら, 2001；梶田ら, 2004）。 
 また、この装置は同時に調節反応量も測定することが可能であるため、同時に調節反応
量も測定した。本試験では、調節負荷＋0.50 D～-3.00 D の範囲で検出された最低屈折値と
最高屈折値との差を調節反応量として評価した。 
 HFC-1および調節反応量の測定は、VDT負荷の前後、および安静後の計 3 回行い、VDT
負荷前後および安静前後における変化量を調べた（Fig. 19）。VDT 負荷前後および安静前
後の HFC-1 変化量を調べることで毛様体筋の緊張の増減を、調節反応量変化量を調べるこ
とで調節力の増減を調べた。VDT負荷としては Advanced Trail Making Test （精神検査方法
および精神機能検査装置；ATMT）（梶本, 2003）を用いた 1時間の負荷作業とした。今回

















 各検査日の VDT負荷前後、および VDT負荷終了 60分後に、自覚症状についてアンケー





 各検査日前 3 日間の自覚症状について、検査日前日にアンケートに記入させた。アンケ




























低下［摂取前 1.63 ± 5.99（n = 13），摂取後-2.91 ± 5.46（n = 13）］した。群間比較では、
摂取後の優位眼の安静前後の変化量において、被験食群は、プラセボ群より有意な低下
［被験食群-2.91 ± 5.46（n = 13），プラセボ群 0.48 ± 7.25（n = 13）］が認められた











 摂取前後の比較および群間での比較において、有意な差は認められなかった（Table 8）。 
 
4.3.1.3 優位眼での HFC-1変化量変動眼数 
 安静前後の優位眼における HFC-1 変化量において、被験食群では摂取前は安静後増加 7
眼、減少 6眼であったのに対し、摂取後に増加 3眼、減少 10眼と推移していた。プラセボ
































 眼精疲労には精神的な疲労も関与していると考えられていることから（Bullimore et al., 
1992；Iwasaki, 1993；Wolffsohn et al., 1998；Wolffsohn et al., 1999）、VDT負荷には視覚的
な負荷だけでなく、精神的な負荷もかけることのできる ATMT を用いた。また、本試験で
は、最低屈折値から-0.75 D までの範囲（HFC-1 領域）の HFC の値（HFC-1 値）を眼精疲
労の指標とした。これは、視標が近方に近づき、調節負荷が大きくなると、調節異常の場
合を除いて HFC 値は一様に高くなってしまい、HFC 値を用いた比較が困難になるためで
ある。なお、HFC-1 値は前日の睡眠不足や、当日の精神状態、体調、気温や天候などによ
り変化する可能性があるため、本試験のような VDT 負荷および休息による HFC-1 値の変
動を観察する試験の場合、VDT負荷後にどれだけ HFC-1値が上昇するか、また安静後にど
れだけ下降するか等の変化量を用いた解析を行う必要があると考えられる。 


































（Nakazawa et al., 2002）。眠りが深くなることで睡眠の質が向上すると、身体的および精
神的な疲労感は改善すると考えられる。眼の疲れに関しては、HFC-1 では有意な完全が認
められたのに対し、自覚症状においては有意な改善は認められなかった。本試験では例数




















胞（Human Umbilical Vein Endothelial Cell；HUVEC）およびヒト網膜毛細血管内皮細胞



























2. クロセチンは VEGF誘発による細胞増殖を抑制しなかったが、細胞遊走を抑制した。 
3. クロセチンは VEGF誘発による p38の活性化を抑制した。 
4. VEGF により、細胞接着分子である VE-cadherin および ZO-1 の発現が低下した。クロ
セチンは、VEGF による VE-cadherin の発現低下を抑制したが、ZO-1 に対しては明ら
かな作用を示さなかった。 
 
 第 3 章では、ヒトにおけるクロセチンの吸収を調べるため、成人ボランティアを対象に、
単回経口投与後のクロセチン血中動態について検討した。 











周波成分の出現頻度（high frequency component；HFC）を測定することで評価した。 
1. 4 週間のクロセチン摂取により、ディスプレイを使用した作業により視覚に負荷をか
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AMD  ：age-related macular degeneration 
ATMT  ：advanced trail making test 
BCL-2  ：B-cell lymphoma 2 
CPC  ：Clinical  Pharmacology Center 
CYPMPO ：5-(2,2-dimethyl-1,3-propoxycyclophosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline-N-oxide 
DMEM  ：Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ERG  ：electroretinogram 
ERK  ：extracellular signal-regulated kinase 
ESR  ：electron spin resonance 
GPx  ：glutathione peroxidase 
HFC  ：high frequency component 
HPLC  ：high-performance liquid chromatography 
HRMEC ：human retina microvascular endothelial cell 
HUVEC ：human umbilical vein endothelial cell 
ONL  ：outer nuclear layer 
p38  ：p38 mitogen activated protein kinase 
PBS  ：phsphate buffered saline 
PI  ：propidium iodide 
ROS  ：reactive oxygen species 
SOD  ：superoxide dismutase 
UV  ：ultraviolet 
VDT  ：visual display terminal 
VEGF  ：vascular endothelial growth factor 
ΔΨm  ：mitochondorial membrane potential 
